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Zusammenfassung: Unter Berücksichtigung der wichtigsten neueren Literatur wird über die Datenverarbeitung im
Rahmen der Bindungsanalysen berichtet. Aus den Grundlagen der Bindüngstheorie und Informationstheorie werden
für die Praxis Schlußfolgerungen zur korrekten Bestimmung von Assoziationskonstanten und Bindungsstellen-Kon-
zentrationen abgeleitet. Die Minimierung von Fehlern wird als Funktion der Sättigung des am stärksten verdünnten
Reaktionspartners betrachtet. Es wird auf die verschiedenen Möglichkeiten zur graphischen Darstellung der Bindungs-
funktion hingewiesen und auf die Fehler, die sich aus mathematisch äquivalenten Umformungen der Bindungsiso-
therme entwickeln. Zur Parameter^Anpassung wird auf verschiedene heuristische Modelle von Bindungs-Reaktionen
verwiesen und es wird empfohlen, von der praktisch generell anwendbaren ^ 4<fa/r-Funktion auszugehen. Im Falle
elektronischer Datenverarbeitung müssen gut definierte Kriterien für die Qualität der Anpassung vorgegeben sein. Die
tatsächlich erreichte Qualität der Anpassung muß charakterisiert werden. Es wird aufhäufig begangene, jedoch ver-
meidbare Fehler verwiesen.
Critical comments on the calcülation ofreceptor analyses
Summary: The main literature concerning the processing of binding data is reviewed. Practical conclusions for the
measurement of association constants and binding stte concentrations are considered from the standpoint of basic
binding theory in connection with basic Information theory. The theoretical minimum errors in the association con-
stant and the binding site concentration are discussed äs ä funetion of the Saturation fraction of the most dilute com-
ponent. Various plotting forms and the error arising from various rearrangements of the basic binding equation are
discussed. For fitting procedure several heuristic modeis are mentioned and it is recömmended to Start from the most
geriefvlAdäir funetion. The necessity of well defined criteria for quality of fit in Computer programming for iterative
curve fitting procedures is emphasized. The most frequent, however avpidable, errors are mentioned.
Einführung Die Liganden werden zumeist in leicht meßbarer Form
Rezeptoranalysen gehören zu den Titrationsverfahren *s >£ifi<*e" Verbindungen, häufig als radioaktive
der analytischen'^ «. Die einfachsten Beispiele wer- Verbindungen mit bekannter spezifischer Aktmtat
den idealisiert wie folgt beschrieben: Der eine Reaktions- (Bq/mol), eingesetzt. Deren als Meßgroßen herangezo-
teünehmer Q („Binder", „Rezeptor") mit der unbekaftn- ««· Konzentrationen werden ggf. in Analogie zu Gl. la
tenr^rt.nMengeq.nvo.einUru.iabhängigenBin. ^ ^^f^^
dungssteUen im Reaktionsvolümen wird durch Zugabe T ~ V" !L ^F «S RWi^"^ )>(P '**'
bekannter Variabler Mengen p an unabhängigen Bindungs- auch P + P x ·r * ·ry BM1' }·
stellen seines Reakfio^spartners P („Ligand",,Jlormon",
 p = p + PQ (Gl. la)
„Pharmakon") titriert, Kommt es zur reversiblen Asso-
ziationsreaktion P + Q ^ PQ, so verteilt sich q auf die q = Q + PQ (Gl. lb)
Zustände Q und PQ und p auf die Zustände P und PQ.
Am Ende der Reaktion haben sich die Gleichgewichts- t mi-K" W f ~ K \ (-Gl2^
konzentrationen [P] und [Q] der „freien" und [PQ] der LrHQJ »·«-»;
gebundenen" Reaktionspartner eingestellt, deren Rela-
 ß KF _ ^ >. ,~,
tion durch das Massenerhaitungsgesetz (Gl. 1) und durch - =
 1+KF -r; Q<r^\-t p>q (Gl. 2a)
das Massenwirkungsgesetz (Gl. 2) für bimolekulare Reak-
tionen definiert ist. r/F = - Kr + K; B/F = - KB + Kq (Gl. 2b)
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B _ (KT + Kq +1) - [(KT + Kq + l)2 - 4K2
T" 2KT
(Gl. 2c)
Der Sättigungsgrad r charakterisiert das System vollstän-
dig, wenn p und q bekannt sind, da P = p - rq und
Q = (l - r) q. Der Sättigungsgrad r charakterisiert auch
die Wahrscheinlichkeit der Bindung und mit l - r die
Wahrscheinlichkeit der Nicht-Bindung des Rezeptors.
Die Quotienten PQ/p bzw. l - PQ/p charakterisieren
diese beiden Wahrscheinlichkeiten für den Ligänden; sie
werden eingesetzt, wenn p < q.
Nach der Informationstheorie ergibt sich aus den beiden
Wahrscheinlichkeiten für „Bindung" und für „Nicht-Bin-
dung" der Informationsgehalt I von r (Gl. 3; I(r) in
„bits", wenn für L der Wert (In 2)"1 eingesetzt wird).
= -L[rlnr (Gl. 3)
Liegen N Werte von r vor, die sich signifikant voneinan-
der unterscheiden^ so ist die Gesamtinformation gleich
der Summe der Einzelinformationen. Die maximale In-
formation Imax ist dann erreicht, wenn N die Menge
aller sinnvollen und zugänglichen Werte von r umfaßt
und den gesamten Bereich von r in äquidistante r^Werte
mit Intervallen der Länge dr einteilt
0,2 0.6 0,8 1.0
Abb. 1. Graphische Darstellung der Funktionen GL 3, GL 5 und
GL 6.
a) Information als Funktion von r (punktierte Kurve)
b) Akkumulierte Information relativ zur Maximalinfor-
mation (I/Imax) wenn r von 0-i ansteigt (durchge-
zogene Kurve)
c) Rate der akkumulierten Information (I/Ifhax r)>
r von 0-1 ansteigt (gestrichelte Kurve):
(s. a. I.e. (3,4))
i = N
I(N)= Iri = /I ( r )dr
i = l o
N l
Imax = = / Iri dr (G1.4)
Die Relation aktuelle Information/Maximalinformation
akkumuliert beim Übergang von r = 0 zu einem beliebi-
gen Wert r = Tj
I/Imax = r - r2 In r + (l - r)2 In (l - r) (Gl. 5)
oder, auf r normiert, (Gl. 6)
r= l - r l n r + r'1 (l -r)2 In (l -r). (Gl. 6)
Die Funktionen Gl. 3, Gl. 5 and Gl. 6 sind in Abbil·
düng l graphisch dargestellt (3, 4).
Für die Praxis ergeben sich aus den Gleichungen im fol-





1. Die Konzentrationen des Binders
und des Ligänden sollten bei etwa l/K liegen
Für die Datenverarbeitung wird angestrebt, daß der Quo-
tient B/F bei etwa l liegt; Üegt er, wie nicht selten publi-
ziert wird, bei l O3 oder l O"3, so wirken sich Weine Meß-
fehler sehr viel stärker aus. Nach Gl. 2 ist abzuleiten,
daß B/F-Werte um l mit q-Werten um l/K leicht zu er-
reichen sind (5). Schwierigkeiten ergeben sich bei Reak-
tiönspartnern mit extrem hohen K-Werten u.a. deswegen,
weil p* bei der üblichen spezifischen Aktivität im gesam-
ten Sättigungsbereich r unter der 'Nachweisgrenze liegen
kann. Außerdem ist zu beachten, daß bei relativ hoher Af-
finität und/oder Konzentration des Rezeptors erst nach
Zusatz größerer Mengen des Liganden der Bereich verlas-
sen wird, in dem der Ligand stöchiometrisch an den Rezep*
tor gebunden wird (ggf. horizontaler Ast am Kurvenbe-
ginn des Scatchard-Dtigiiaammes r/F = f(r) bzw. B/F =
f (B)) und der Bereich erreicht wird, in dem meßbare
Konzentrationen an freien Liganden vorliegen. Erst in
diesem Bereich ist der Formalismus für Gleichgewichts-
reaktionen anwendbar. Im Bereich stöchiornetrischer
Addition liegt die Wahrscheinlichkeit der Bindung mit
' PQ/p bei l. Nach Gl. 3 wird die Information I(r) = 0,
weiin die Wahrscheinlichkeit der Bindung l oder 0 be-
trägt! Iin Bereich der stöcMometnschen Addition kann
also keine Information gewonnen werden (4-6),
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2. r-Werte
sollen oberhalb des Bereiches 0 < r < 0,1 liegen
r-Werte im Bereich 0 < r < 0,1 umfassen bereits 10%
des Gesamtbereiches von r, ergeben aber nur 4% des
Informationsmaximums. In diesem engen Sättigungs-
bereich kann die Relation der Meßdaten zueinander nicht
als repräsentativ für den gesamten Bereich von r gelten.
Es besteht die Möglichkeit, in diesem Bereich für „nearly
any function, no matter how wild" fälschlicherweise
eine lineare Anordnung der Meßdaten zu erkennen. Die
Meßdaten dieses Bereiches dürfen aber nicht soweit ver
nachlässigt werden, daß der Bindungsbereich eines zu-
sätzlichen Binders q' mit höheren Affinitäten übersehen
wird (3, 4, 7).
3. r-Werte
sollen im Bereich 0,2 < r < 0,8 liegen
Nach Gl. 3 liegt das Maximum für I(r) = f (r) bei r = 0,5.
Nach Gl. 6 wird im Bereich r = 0 bis r = 0,76 das Opti-
mum der Akkumulation von Information, nämlich 83%
der Gesamtinformation, erreicht. Es ist davon auszuge-
hen, daß etwa 75% der Sättigungskurve definiert sein
muß, bevor die Daten tatsächlich als repräsentativ für
das untersuchte System angesehen werden können. Auch
nach Gl. 5 wird offensichtlich, daß zwischen 0 < r < 0,2
und 0,8 < r < 1,0 die Funktion nur sehr flach ansteigt,
d.h., daß in diesem Bereich der Informationszugewinn
gering ist.
Der relative Fehler von K wird durch / = [l/r2 +
1/(1 - r2)]1/2, der relative Fehler von q wird durch
Aq/q = Ar(2/r)r'2 beschrieben. Diese Funktionen
zeigen, daß zwar für q der Fehler bei r = l minimal wird,
daß aber in diesem Bereich der Fehler von K unendlich
groß wird. Für r < 0,2 werden die relativen Fehler von
K und q sehr groß. Auch nach dieser Betrachtungsweise
ist zu schließen, daß für die Bestimmung von K Und q
der Bereich zwischen r = 0,2 und r s 0,8 zu empfehlen
ist (3,4, 7).
4. Die Anzahl der äquidistanten r-Werte
soll N = l/2Sf betragen und möglichst hoch sein
Der in Gl. 4 definierten maximalen Information kann in
der Praxis nicht durch Erhöhung der Anzahl der Messun-
gen beliebig nahe gekommen werden. Die Menge aller
zugänglichen sinnvollen Informationen wird durch den
Fehler begrenzt, mit dem r bestimmt werden kann.
Zwei Werte von r müssen sich signifikant voneinander
unterscheiden; als Signifikanzschranke wird im allgemei-
nen gewählt ri + 1 - r{ = 2s,., d.h. die Differenz zweier
Werte von r muß größer sein als die doppelte Standard-
abweichung von r. Die maximale Information ist also
umso größer, je präziser die Werte von r bestimmt wer-
den können. Für das 2 Parameter-Problem (Gl. 2b), Be-
stimmung von r und K, wird N = 10 als Minimum ange-
geben (l, 3,4).
II. Meßwertverarbeitung
Ziel der Meßwertverarbeitung in der Rezeptoranalyse
ist, aus den Titrationskurven Informationen über die
Gleichgewichtsparameter der Adsorptionsisotherme zu
gewinnen. Nach Gl. 2 handelt es sich im einfachsten Fall
darum, Zahlenwerte für q und K zu ermitteln. Von den
zahlreichen algebraisch äquivalenten Umformungen der
Hyperbelgleichung (Gl. 2), die der Michaelis-Menten-
Gleichüng der Enzymologie entspricht, sind besonders
die drei zu linearen Funktionen fuhrenden Transforma-
tionen unter folgenden Namen bekannt:
Benesi-ffildebrand: l/B = f(l/F)
(Enzymologie: Lineweaver-Burk, „doppelt reziprok");
Woolf-Scotf. F/B = f (F)
(Enzymologie: Hanes, „einfach reziprok");
Scatchard: r/F = f (r) bzw. B/F = f (B) (Gl. 2b), (Abb. 2)
(Enzymologie: Eadie-Hofstee).
Die drei linearen Transformationen werden besonders
deswegen bevorzugt angewandt, weil
L die Ausgleichskurve, mit der die gesuchten Parameter
K und q anfallen, u.U. leicht zugänglich ist, sei es grap-
hisch mit Hilfe eines Lineals oder rechnerisch mit Hilfe
der linearen Regression der „kleinsten Fehlerquadrate",
2. die Abweichung der Ausgleichskurve von der Lineari-
tat unmittelbar anzeigt, daß die untersuchte Reaktion




Abb. 2.5cjicÄer^-Diagrammenut Graph und Tangenten T0 und «.
a) linearer Graph b) konvexer Graph c) konkaver Graph (s. a. z. B. i. c. (l, 4,15 -17, 35)).
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entweder, weil die gemessenen Konzentrationen nicht
den Gleichgewichtskonzentrationen entsprachen, da
entweder das Gleichgewicht noch nicht erreicht oder
Fehler, z.B. bei der Trennung der Komponenten ge-
macht wurden (Mißklassifikation),
oder, weil die beobachtete Reaktion erheblich von dem
Modell abweicht, das der Gl. 2 zugrunde gelegt wurde.
Die drei linearen Transformationen der Adsorptions-
isotherme (Gl. 2) sind zwar algebraisch äquivalent, geben
jedoch beim Einsetzen realer Meßdaten (z.B. für P, PQ)
unterschiedliche Werte für die gesuchten Parameter
(z.B. für K, q), weil die Meßfehler in Abhängigkeit von
ihren Strukturen unterschiedlich stark eingehen.
Im Benesi-Hildebrand- und im lVoo//-Scöfi-Diagrarnin
finden die Titrationskurven keine Grenzen auf der
Abszisse. Dies verleitet dazu, irgendeinen, gegebenen-
falls sehr engen Ausschnitt des Sättigungsbereiches als
repräsentativ darzustellen und, da Linearität angenom-
men wird, bedenkenlos zu extrapolieren. In derBenesi-
Hildebrand-Timsfoimalion werden bei hohen P^Werten
die Daten für l/P stark komprimiert. Dies bedeutet, daß
niedrige P-Werte, die mit geringer Präzision ermittelt
werden, mit mehrfachem Gewicht in die lineare
Regression eingehen als die präziser bestimmten höhe^
ren P-Werte. Dies bedeutet auch, daß die nur bei hoher
Ligandenkonzentration meßbare sogenannte „unspezi-
fische Bindung*', die im Diagramm nahe dem 0-Punkt
plaziert ist, nicht als Abweichung von der Linearität er-
kannt wird, obwohl in diesen Fällen die Voraussetzungen
für das der Berechnung zugrunde liegende l: l Modell
nicht mehr erfüllt sind.
Im SctffcAflrrf-Diagramm (Gl. 2b, r/F = f(r) (Abb. 2),
zumeist aber in der Form B/F = f (B)), finden die Ti-
trationskurven ihre Grenzen an den Grenzen des ersten
Quadranten. Sie beginnen und enden bei lim (r/F) und
bei lim r. F-"°
F-xx,
Auf der Abszisse wird somit der gesamte Sättingungs-
bereich linear wiedergegeben, auch wenn B aufgetragen
wird und erst sekundär q ermittelt und die Abszisse
nachträglich auf r normiert wird.
Als Nachteil der Meßwertverarbeitung nach Scatchard
gilt die Tatsache, daß nicht nur die „abhängige" Variable
r/F bzw. B/F, sondern daß auch die „unabhängige"
Variable r = B/q bzw. B mit Meßfehlern behaftet ist und
daß die Fehler der abhängigen Variablen und die der
unabhängigen Variablen miteinander korrelieren (bei
falsch hohem B/F wird auch falsch hohes B erhalten und
umgekehrt). Daraus folgt, daß die Fehler weder in der
horizontalen noch in der vertikalen Achse des Dia-
gramms normal verteilt sind. Deshalb können auf Nor-
malverteilung basierende statistische Berechnungen, z.B.
lineare Regression nach der Methode der kleinsten Feh-
lerquadrate, zu falschen Ergebnissen fuhren (1,4, 8).
Im Eisenthal- und C0rawA-50wrfe«-Diagramm können
K und q über Funktionen ermittelt werden, die den
obengenannten drei linearen Transformationen der Ad-
sorptionsisotherme mathematisch äquivalent sind. Mit
dieser Art der Meßwertverarbeitung kann jedoch der
Vertrauensbereich der ermittelten Parameter abgeschätzt
werden, ohne daß Annahmen über die Verteilung der
Meßfehler gemacht werden müssen (8).f
Die mit den linearen Transformationen der Adsorptions^
isotherme in Kauf genommene Fehlerhaftigkeit der Ab^
szissenwerte kann dadurch vermieden werden (d.h. sie
kann in Relation zur Fehlerhaftigkeit der Ordinaten-
werte vernachlässigt werden), daß die Adsorptionsiso-
therme in der Form B = f (T) oder B/T = f (T) aufgetra-
gen wird (Gl. 2c), da T mit beliebiger Präzision bestimmt
B/F
werden kann (B/T =
 1 + g,p ). Zur Berechnung der Para-
meter K und q liegen EDV-Programme für .nichtlineare
Regressionen vor. In der formal gleichartigen Analyse
der Enzymkinetik kann die Konzentration des „freien"
Substrates der Gesamtmenge an Substrat pro Volumen-
einheit im allgemeinen gleichgesetzt werden, da die ein-
gesetzte Menge an Substrat zumeist um einige Zehner-
potenzen größer ist als die eingesetzte Menge des Enzyms.
In der Rezeptoranalytik darf die Konzentration des
„freien" Liganden P nicht der Gesamtrrienge p bzw.
T = PQ + P des Liganden pro Ansatz gleichgesetzt wer*
den, da etwa gleich große Mengen Ligand und Rezeptor
eingesetzt werden. Hieraus resultiert u.a., daß beim Auf-
tragen von B als Funktion von T die Halbsättigung, die
beim Abszissenwert l/K + q/2 liegt, nicht der Dissozia-
tionskonstanten gleichgesetzt werden darf. Analoges
gilt für die Charakterisierung von Kompetitpren der
Bindungsreaktion. Es ist im allgemeinen nicht zulässig,
die Gesamtmenge des Kpmpetitof s im Reaktionsansatz
der Konzentration des „freien" Kofhpetitors gleichzu-
setzen, wie es im allgemeinen in der Enzymkuietik üblich
ist, z.B. bei der Meßwertverarbeitung imDötön-piagramm
(1,8). Da aber andererseits die Auswertung der Funktion
B = f(T) auf größere Schwierigkeiten stoßen kann als die
Auswertung der Scatchard-funktion, wird vorgeschlagen,
die Meßwerte zunächst im Diagramm B = f (T) anzu-
ordnen und die dadurch ermittelten Funktiönswefte in
dasScafc/wrrf-Diagramm B/F = f(B) zur endgültigen
Auswertung einzutragen (l , 9).
Die Meßwerte der Rezeptoranalytik werden am häufig-
sten im Scatchard-Oizgiamm ausgewertet. Es liegen je-
doch nur wenige empirische Untersuchungen über die
Vor- und Nächteile der linearen Transformationen in der
Rezeptoranalytik vor. Die divergierenden Ergebnisse
sind möglicherweise Folgen unterschiedlicher Fehler-
strukturen in den Ansätzen (10— 14).
III. Auswertung von Scatchard-¥unküonen
Ein gegebener Satz von Meßdaten kann näherungsweise
durch zahlreiche Funktionen beschrieben werden, die
entweder von definierten physikaiisch-chernischen Reak-
tionsmodellen abgeleitet wurden oder rein mathema-
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tisch-statistische Regressions- oder Interpolationsmetho-
den darstellen (Spline-Funktionen, Polynome). Gewisse
Funktionen lassen sich nicht explicit, sondern nur durch
iterative Rechenverfahren mit Hilfe der EDV lösen.
Selbst optimale Übereinstimmung von Funktion und
Meßdaten beweist nicht zwingend die Übereinstimmung
der den Funktionen zugrundeliegenden Modellvorstel-
lung mit dem untersuchten realen System.
Zur Auswertung der Meßdaten einer Rezeptor-Analyse
werden zunächst die Tangenten T0 und T«, des Scatchard-
Graphen bei lim (r/F) bzw. lim (r) konstruiert, ggf.
berechnet. Entweder die Tangenten fallen mit dem
Scatchard-Grzphen zusammen (linearer Scatchard-Grapti)
oder sie fallen nicht zusammen (nicht-linearer Scatchard-
Graph)(Abb.2).
1. Auswertung linearer Scatchard-Gizphen
Wenn die Tangenten T0 und T« mit dem Scatchard-
Graphen zusammenfallen, ist die notwendige Bedingung
dafür erfüllt, daß die untersuchte Reaktion dem
P + Q ^ PQ-Modell entspricht, d.h., daß die Populatio-
nen der Reaktionspartner p und q hinsichtlich der Affi-
nitäten zueinander aus homogenen, unabhängigen Bin-
dungsstellen bestehen. Dann ist nach Gl. 2b, wie viel-
fach beschrieben,
der Anstieg von TO = Anstieg von T«, = Anstieg des
Scatchard-Graphen = - K,
der Abszissenabschnitt von T0 = Abszissenabschnitt von
Toe = Abszissenabschnitt des Scatchard-Giaphen r = l
bzw. B = q und
der Ordinatenabschnitt T0 ?= Ordinatenabschnitt «,=
Ordinatenabschnitt des Scatchard-Giaphen = K.
Linearität des Scatchard-Graphsn kann jedoch u.U. auch
auftreten, wenn in einer heterogenen Rezeptor-Popula-
tion die Liganden-Affinität breit um eine mittlere Affini-
tät gestreut ist. Der Ordiiiaten-Abschnitt entspricht darin
der mittleren Assoziationskonstante K (18).
2. Auswertung nicht-linearer Scatchard-Gi&phen
A) Mißklassifikationen
Bevor andere Ursachen der NichteLinearität desScat-
cÄar</-Graphen diskutiert werden, muß sichergestellt
sein, daß die Meßwerte tätsächlich Gleichgewichtskon-
zentrationen repräsentieren. Abweichungeil von diesen
Voraussetzungen kommen relativ häufig vor, z.B. auch
als Ursache des ,,hopk-Effektes", der mit positiver Ko-
operation verwechselt werden kann. B wird nach Ver-
lusten (z.B. Adsorption, Zersetzung von Binder oder
Komplex) zu niedrig oder nach Verunreinigung mit F
(z.B. Co-Präzipitation) zu hoch bestimmt. Häufig wird
der unbesetzte Rezeptor schneller zersetzt als seine kom-
plexierte Form. Die zur Einstellung des Reaktions-
Gleichgewichtes ermittelte Zeit muß nicht notwendig
auch für Ansätze mit anderer Konzentration der Reak-
tionspartner gültig sein (12, 14, 19-21).
B) Abweichung vom Modell P + Q
Wegen der Äquivalenz von P und Q wirken sich Abwei-
chungen von der Univalenz, Homogenität, Unabhängig-
keit der Bindungsstellen von Ligand und Rezeptor gleich-
artig aus. Die prinzipielle Austauschbarkeit beider Grö-
ßen wird nur dadurch eingeschränkt, daß z.B. der mar-
kierte Ligand als Meßgröße dient und nicht der Rezep-
tor. Der Ligand wird als Reagenz ausgewählt, es kann
jedoch nicht immer davon ausgegangen werden, daß der
zur Rezeptoranalytik eingesetzte Ligand ebenso gut
charakterisiert ist wie andere „p. A.-Reagenzien".
Systeme, deren Heterogenität mit n Klassen unabhängi-
ger Bindungsstellen des Liganden,
n
p = ( i=l ,2 , . . . ,n ) , .
und mit m Klassen unabhängiger Bindungsstellen des
Rezeptors,
m,
q= 0 = 1,2,. . . ,m),
definiert werden kann, werden durch einen Satz von
Gleichungen (Gl. 2b') beschrieben, in denen Gl. 2b als
SpezialfaU (n = l, m = 1) enthalten ist (22).
KajFa
(Gl. 2b')
a) Heterogenität des Liganden
Absichtlich wird die Heterogenität der Liganden in den
,,Kompetitionsverfahren" der Rezeptoranalytik einge-
setzt, wenn der zur leichteren Meßbarkeit besonders
„markierte" Ligand p* sich im Reaktionsansatz auf-
grund seiner Markierung öder seiner geringen Menge an-
ders verhält als nur als Ligand des zu analysierenden
Rezeptors q (l, 6,14, 23). Es wird dann versucht, diese
„unspezifischen" Effekte dadurch zu eliminieren, daß
die „spezifische" Bindung des markierten Liganden
durch Zusatz steigender Mengen des unmarkierten Li-
ganden gehemmt wird, bis nur die „unspezifische" Bin-
dung übrig bleibt. In dieser Form der Bindungsanalysen
wird jetzt ptot = p* + p und q = Q + P*Q + PQ (bei kon-
stantem p* variiert die spezifische Aktivität der variablen
Dosis p). Wenn markierter und unmarkierter Ligand glei-
che Affinität zum Rezeptor aufweisen (K* = K), resul-
tiert daraus ein linearer Scatchard-Giaph mit dem An-
stieg - K* = - K und dem Abszissenabschnitt q, unab-
hängig davon, wie groß p* gewählt wurde. Wenn die
Affinitäten von markiertem und unmarkiertem Ligand
differieren, resultiert daraus bei K* > K ein nach unten,
bei K* < K ein nach oben durchgebogener Scatchard-
J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 20,1982 / No. 4
232 KUSS: Kritische Anmerkungen zur Auswertung von Rezeptoranalysen
Graph, dessen Anstieg und Abszissenabschnitt u.a. von
der eingesetzten Menge p* abhängt. Zum Ausschluß der
Hypothese K* # K werden Rezeptoranalysen als Kom-
petitionsverfahren angesetzt, und zwar in mehreren Se-
rien mit unterschiedlichen Mengen von p* (z.B. 1/10 p*,
p*, 10 p*). Kompetitionsverfahren werden auch dann
eingesetzt, wenn die spezifische Aktivität von p* ermit-
telt werden soll. Dies und die Prüfung der Hypothese
K # K* ist besonders dann zu empfehlen, wenn Ligan-
den eingesetzt werden, die mit Heteroatomen, wie z.B.
125I markiert sind (24-28).
Heterogenität des Liganden kann auch unbeabsichtigt
auftreten, sei es durch die Markierung, z.B. können bei
4 Tyrosin/Molekül (Insulin) theoretisch 801-Derivate
entstehen, oder sei es durch Selbst-Aggregation bei hö-
heren Konzentrationen von p (29). Es ist ebenfalls zu
beachten, daß der Ligand auch erst während der Inkuba-
tion als Folge von Nebenreaktionen heterogen geworden
sein kann.
b) Heterogenitättdes Rezeptors
(Heterogenität präexistent oder durch Bindung indu-
ziert)
Wenn per exclusionem die Nicht-Linearität des Scatchard-
Graphen auf Heterogenität der Bindungsstellen des Re-
zeptors zurückgeführt worden ist, wird die weitere Prä-
zisierung eines geeigneten Modells davon abhängig ge-
macht, ob der Graph ein Maximum besitzt oder nicht
(1,2,3,15-17,29).
Ein nach oben gebogener konvexer Scatchard-Graph
(„concave down") mit einem Maximum (negative 2. Ab-
leitung) kann bekanntlich als Folge positiver Kooperä-
tivität der Bindungsstellen entstanden sein. Aus der
Lage des Maximums kann auf das Ausmaß der positiven
Kooperativität geschlossen werden; für weitergehende
Aussagen wird empfohlen, die Meßwerte in ein Sips-
/ft//-Diagramm einzusetzen (17, 29).
Ein nach unten gebogener konkaver Scatchard-Giaph
(„concave upwarcT) kann als Folge negativer Koopera-
tivität und/oder als Folge praeexistenter Heterogenität
mit diskreter oder kontinuierlicher Verteilung der Bin-
dungsenergien entstanden sein. Weitergehende Schlüsse
über den molekularen Mechanismus der Bindungsreak-
tion können aus dem Verlauf des Scatchard-Giapheti
allein nicht gefolgert werden.
Systeme mit praeexistenter und/oder induzierter He-
terogenität der Rezeptor-Bindungsstellen werden im
allgemeinen durch die Adair-Funktion (Gl. 2a') beschrie-





Aus GL 2a' wird d(r/P)dr abgeleitet, und damit werden
auch die Parameter der Tangenten T0 und T«, irri Scat-
cAard-Diagramrn gewonnen (Abb. 2).
Die numerischen Werte für die v4<foir-Konstanten |, für
die phänomenologischen Konstanten zuf Beschreibung
der Bindung des jt014 Liganden, können aus den Anstie-
gen, Ordinaten- und Abszissenabsehnitten der Tangen-
ten T0 und T« gewonnen werden. Ihre Interpretation
als Terme, zusammengesetzt aus makroskopischen (mo-
lekularen, stöchiömetrischen, Titrations-) und mikros-
kopischen (Bindungsstellen-) Assoziationskonstanten,
aus statistischen Faktoren, aus Koeffizienten der Varia^
tion und Indices der Heterogenität zur Beschreibung der
Dispersion eines Affinitäts-Spektrums u._a., ist vom un?
terlegten Modell abhängig. Die korrekte Konstruktion
der Tangenten und der richtige Zusammenhang zwischen
den Parametern der Tangenten und der möglichen reak-
tionsmechanistischen Deutung der 4<fo/r-Köiistänten ist
mehrfach beschrieben worden (1—5, 14^17, 29); trotz-
dem kommt es, selbst in Publikationen renommierter
Zeitschriften, häufig zu falschen Konstruktionen und
Interpretationen (30). Besonders oft wird der Anstieg
von T0 fälschlich als Wert der Assoziationskönstanten
(- Kx) und der zugehörige Abszisseriäbschnitt fälschlich
als Wert der Menge q1 der Bindungsgruppe mit der stärk-
sten Affinität bezeichnet sowie der Anstieg von T«
fälschlich als - Km der Bindungsgruppe qm mit der
schwächsten Affinität bezeichnet.
Ein ebenfalls als „Unspezifische Bindung" (NSBgraph)
bezeichneter Anteil an den Meßwerten für B kann gra-
phisch über lim r/F = NSBgraph F eliminiert werden
B—*· op
'· ' V
(14,31,.32). Diese Annahme einer Asymptote parallel
zur x-Achse läßt sich nach Gl. 2b' ableiten:
n- 1; m;
B _ KI q_ Kmqm
F l + K! F
, & const.
Es empfiehlt sich aber, die „unspezifische Bindung" auch
experimentell zu bestirnmen, d.h. Biridüngskurven von
p* mit und ohne Zusatz von'überschüssigem unrriarkier-
ten Liganden p zu erstellen und die >so ermittelten Dif-
ferenzen als Funktion von p* aufzutragen. Wenn eine
lineare Beziehung nachzuweisen ist, sind die Funktions-
werte der unspezifischen Bindung (NSBexp):besser als
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geeignet als die Einzelwerte oder gemittelten Einzel-
werte der unspezifischen Bindung. Aber auch diese
Methode der experimentellen Ermittlung von NSB ist
nicht unproblematisch, insbesondere, wenn die als p ein-
gesetzte Substanz sich von p* nicht nur durch die Radio-
aktivität unterscheidet. Andere Verfahren zur experimen-
tellen Bestimmung von NSB wie z.B. die über Hitze-In-
aktivierung der Rezeptoren sind ebenfalls nicht unpro-
blematisch. Auf die alternative Möglichkeit, die spezifi-
sche Rezeptorbindung Bspez dadurch zu bestimmen, daß
der Effekt E spezifischer Folgereaktionen gemessen wird
E = fCBjez), sei ebenfalls hingewiesen (14, 23, 33-35).
Die prinzipiellen Schwächen der graphischen Methoden
zur Bestimmung der Parameter der Liganden-Bindung
durch Rezeptoren liegen darin begründet, daß, von der
„unspezifischen'* Bindung abgesehen, nicht mehr als
vier Parameter eines Systems bestimmt werden können
(z.B. KJJ, Kim; qlf q^) und daß zur Konstruktion der
Tangenten T0 und T« ausgerechnet die Regionen des
Scafc/wrd-Graphen herangezogen werden müssen, die
nur mit großer Unsicherheit bestimmt werden können
(r < 0,1 bzw. > 0,9). Schließlich läßt sich Subjektivität
beim Konstruieren der Tangenten nicht ausschließen
und die Definition eines Vertrauensbereiches der Para-
meter kaum verwirklichen.
Mit Hilfe der modernen Möglichkeiten der Datenverar-
beitung können die Parameter beliebiger mathematisch-
statistischer Funktionen so variiert werden, daß sie sich
sämtlichen Meßpunkten der Rezeptoranalyse optimal
anpassen. Damit besteht die Möglichkeit, den gesamten
Meßbereich zu nutzen, um für Systeme beliebiger Kom-
plexizität Lösungen zu finden (Abb. 3). Wenn aber, wie
bereits erwähnt, mindestens 10 Meßpunkte erforderlich
sind, um eine zuverlässige Anpassung einer Geradenglei-
chung mit zwei unbekannten Parametern (K, q) zu ge-
währleisten, und wenn andererseits die Anzahl sinnvoller
Meßpunkte N durch Nmax = 1/2 %. begrenzt ist, wird es
offensichtlich, daß auch mit Hilfe der elektronischen
Datenverarbeitung selten Zahlenwerte für mehr als
5 Parameter ermittelt werden können, für die über
25 Meßpunkte gefordert werden (1). Es muß betont wer-
den, daß auch die elektronische Datenverarbeitung die
Information nicht produziert, sondern aus den Meßwer-
ten extrahiert. Die Subjektivität oder Willkür kann auch
mit elektronischer Datenverarbeitung Eingang in die
Rezeptoranalytik finden, wenn nicht die optimale Para-
meter-Anpassung an die Meßdaten adäquat definiert
und getestet wurde (35-37). In Abb. 3 sind neben
Beispielen idealer Parameteranpassung auch die wich-
tigsten Abweichungen vom idealen „fit" dargestellt. Die
entsprechenden Diagnosen wurden dadurch der Willkür
entzogen, daß reale Meßdaten geeigneten Prüfprogram-
men unterworfen wurden (36).
Zur Interpretation der vom Rechner aufbereiteten Infor-
mation ist es notwendig, sich u.a. mit den Theorien der
Reaktionskinetik, wie auch mit den Theorien der optima-
len Parameter-Anpassung auseinander zu setzen, um z.B.
die Plausibilität des Reaktionsmodells abzuwägen, und
um zu prüfen, wie weit z.B. Normalverteilung und Homo-
scedastizität fler Meßfehler vorausgesetzt wird (l, 4, 7,
22, 31, 35—37). Die vorherige kritische graphische Aus-
wertung der Meßwerte am eigenen Laborplatz fördert
nicht nur die unmittelbare Einsicht in die Problematik
der Rezeptoranalytik, sie ist auch hilfreich, um die initia-
len Parameter für die Iterationsverfahren des Rechners
bereitzustellen. Auch wenn die Möglichkeit gegeben ist,
mit Hilfe vorgegebener Programme die Daten der Rezep-
toranalysen außerhalb des Laboratoriums auszuwerten
bzw. auswerten zu lassen, sollte das Labor also über ein
Bäsiswissen hinsichtlich der mathematischen Grundzüge
der Assoziationsreäktionen verfugen, dessen Unifeld hier
abgesteckt werden sollte. Das Lesen dieses Beitrags kann
und soll das Studium der (ausnahmsweise und beabsich-
tigt mit Titel) aufgeführten Übersichten und Original-
arbeiten nicht ersetzen, es kann und soll aber dazu bei-









Abb. 3. Tests auf Passung und Beispiele unbefriedigender Passung zwischen den Parametern von theoretischem Modeil und realem
System (aus I.e. (36))«
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noch so zahlreich publizierten Verstöße gegen mathema-
tisch-statistische Regeln in der Rezeptoranalytik zu ver-
mindern (30). Der Ausspruch „There is nothing more
practical than a good theory" (Leonid Breshnew, zit.
nach I.e. (38) kann auch auf die Laborpraxis der Rezep-
toranalytik bezogen werden.
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